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INTRODUCCION

Con el advenimiento de la implantologia, la odontologia ha debido enfrentarse
nuevamente a la problematica de la reabsorcidon dsea post extraccion y a la consecuente falta
de hueso para la colocacidon de implantes oseointegrados. Para solucionar este problema la
odontologia ha ido creando diversas técnicas y materiales. Entre los mas frecuentes se
encuentran los injertos oseos, los cuales pueden ser autogenos, alogenos, aloplasticos y
xenoinjertos.

Los xenoinjertos son los mas utilizados en la actualidad, especialmente el Bio-Oss®
(Geistlich Pharma, Wolhusen, Switzerland), que es hueso bovino desproteinizado que actia
como soporte para la formacidon 6sea y se dice que posee propiedades osteoconductivas. En
diversos estudios ha mostrado conducir un crecimiento propicio de hueso nuevo y también ha
sido usado satisfactoriamente en regeneracion de defectos, aumento de reborde y elevacion del
piso sinusal.

Bio-Oss® es obtenido de huesos de bovinos, los cuales en algunos paises desde hace
unos afios sufren de la Encefalopatia Bovina Espongiforme o Enfermedad de Creutzfeldt-
Jacob, que se caracteriza por producir la degeneracion del sistema nervioso central de manera
irreversible por muerte neuronal. La enfermedad es causada por un ente transmisible no
convencional que es una proteina infecciosa denominada Pridn, cuya tnica forma de destruir
es mediante incineracion. Por tal motivo es necesario buscar ganado que este a salvo de esta
enfermedad, como es el caso de la poblacion bovina de Chile. La Comision Chilena de
Energia Nuclear (CCHEN) se ha preocupado de preparar un hueso desproteinizado a partir de

animales chilenos, donde no se han reportado casos de dicha patologia (1), permitiendo asi la



obtencion de un producto de uso seguro para cirugias que requieran de injerto, con una
produccion nacional. Esto permite ademas una reduccion de los costos del material haciendo
mas accesible a la poblacion este tipo de terapias regenerativas.

El objetivo del presente estudio es caracterizar morfoldogicamente el hueso desarrollado
por la Comision Chilena de Energia Nuclear (CCHEN) y compararlo con un xenoinjerto
comercial de uso internacional (Bio-Oss®). El conocimiento de las propiedades de tamafio de
particula y nivel de porosidad que el protocolo de preparacion permite para este hueso bovino
permitirdn conocer mejor el producto y sus posibles interacciones con el hueso del futuro
huésped.

Antes de mostrar los resultados obtenidos en este estudio, se presentara una revision
bibliografica acerca de Regeneracion Osea Guiada, donde analizaremos la estructura y la
composicion del hueso, su crecimiento y desarrollo, la biologia de la regeneracioén ésea y su

promocion.



MARCO TEORICO

ESTRUCTURA Y COMPOSICION OSEA

ESTRUCTURA HISTOLOGICA DEL HUESO

Macroscopicamente los huesos largos se dividen en epifisis, metéafisis y didfisis. La
epifisis y la metéfisis estdn constituidas por una capa de hueso compacto cortical que rodea un
cuerpo trabecular de hueso esponjoso. En la diafisis, el hueso cortical se adelgaza y las
trabéculas son reemplazadas por una cavidad medular. En los huesos cortos (vértebras, huesos
del carpo y del tarso) no existe didfisis y la metafisis se incorpora a la epifisis. Las costillas y
la mandibula consisten en hueso esponjoso rodeado por una capa cortical. (Ver Fig. 1a).

La estructura 6sea esta cubierta por el periostio en su exterior y por el endostio en su
superficie interna. Estas capas presentan canales vasculares que penetran en el hueso
compacto desarrollando en su interior una tercera capa denominada complejo haversiano o
endocortical. Estas tres capas son importantes en dos aspectos; el potencial osteogénico y la
abundante vascularizacion, lo que permite que participen en las actividades de modelado y
remodelado y en la reparacion dsea.

El periostio cubre toda la superficie externa de los huesos excepto las superficies
articulares y las inserciones de ligamentos. Su estructura bifasica varia desde un tejido
conectivo laxo con fibras paralelas hasta una membrana fibrosa densa en su fase externa. Las
células osteoprogenitoras estan comunmente localizadas en la vecindad de los vasos

sanguineos proximos a la superficie 6sea en la fase interna del periostio. Las células del
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endostio pertenecen al estroma de la medula 6sea o son derivadas de osteoblastos en reposo,
los cuales constituyen la principal fuente de las células que recubren los canales corticales.

Microscopicamente y segun la orientacion de las fibras de coldgeno, encontramos tres
tipos de hueso: el hueso reticular, lamelar o lamelillar y compuesto.

El hueso reticular es aquel en que las fibras de coldgeno tienen una distribucién
desorganizada. Es un hueso de rapida formacion, que se encuentra principalmente durante el
crecimiento embrionario y en nifios pequefios, donde es paulatinamente reemplazado por
hueso lamelar. En adultos lo podemos encontrar durante procesos reparativos y en algunas
condiciones patologicas como el sindrome de Paget, hiperparatiroidismo o fluorosis. Se
caracteriza también por presentar mayor numero de osteocitos alargados y bajo contenido
mineral (Ver Fig. 1b). El hueso lamelar es caracterizado por fibras paralelas de colageno de
entre 3 y 5 um de espesor, las cuales cambian su orientacién de lamela a lamela. (Ver Fig. 1c¢).

El hueso compuesto tiene las propiedades fisiologicas del hueso reticular. Este se
forma en las etapas tempranas de la formacion 6sea y durante la aposicion endostal y periostal
de hueso. Las fibras coldgenas corren paralelas a la superficie pero no estan organizadas como

en el hueso lamelar.



Fig. 1: a: Seccion transversal de hiimero  b: Hueso reticular visto en microscopio
optico C: Hueso lamelar visto en microscopio optico d: Ostedn primario visto
bajo M.E.B. e: Osteon secundario visto bajo M.E.B. Fotos tomadas de
referencia N°2

Seglin la orientacion de las lamelas el hueso cortical presenta en su matriz diferentes

compartimentos. La unidad estructural bésica son los osteones (Ver Fig. 1d), estructuras

cilindricas que se orientan longitudinalmente alrededor de un canal vascular (haversiano). Los

osteones pueden ser del tipo secundario, en el cual sus paredes estdn compuestas por lamelas
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concéntricas y del tipo primario que se caracterizan por presentar una matriz de hueso
compuesto mas primitivo (Ver Fig. 1 €). Entre los osteones existen lamelas intersticiales las
cuales son remanentes de osteones formados en estadios mas tempranos o producto de
actividades de remodelacion, en los cuales el canal haversiano se ha obliterado y los osteocitos
atrapados en las lagunas se necrosan por la falta de suplemento sanguineo. También esta
matriz desvitalizada se transforma mas tarde en una del tipo altamente mineralizada.

Las trabéculas del hueso esponjoso se proyectan desde la superficie interna del hueso
compacto hacia la cavidad medular, no conteniendo la mayoria de las veces, osteones. Las
trabéculas tienen solo una pequefia cantidad de células y lamelas irregularmente dispuestas,
¢éstas contienen lagunas con osteocitos que a través de sus canaliculos se conectan con la
médula.

Estructuralmente el hueso se constituye de una matriz donde se encuentran una serie de
células que se ubican tanto en profundidad como en las superficies del hueso. La matriz esta
generalmente mineralizada por lo que se habla de un componente inorganico y de un

componente organico:

MATRIZ DEL TEJIDO OSEO

El hueso consiste en un 65% de mineral, principalmente hidroxiapatita, un 25% de
matriz organica y un 10% de agua. EI 90% de la fase organica esta constituida por colageno,
sobre todo tipo I (>95%) y tipo V (<5%). También se ha comprobado la presencia en pequenas
proporciones de colageno tipo III, relacionado con las fibras de Sharpey y tipo XII, formado
bajo estrés mecanico. En la molécula de coldgeno se halla la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD),

que es reconocida por las integrinas de superficie de las células dseas (3). Contiene
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caracteristicamente, los aminoacidos hidroxilisina e hidroxiprolina siendo, este ultimo, un
marcador especifico de todos los fenotipos de colageno y estando sus valores de excrecion
urinaria en relacion directa con la tasa de reabsorcion osea (4). Las fibras de colageno se
estabilizan mediante puentes de hidrégeno entre aminoacidos y a través de la formacion de
puentes de piridinolina, entre las hidroxilisinas y lisinas. Sin embargo, el colageno no tiene
gran afinidad por el calcio, por lo que son otras las proteinas implicadas en el depdsito
mineral.

El restante 10 % de la fase organica estd compuesto por proteinas no colagenas, entre

las que destacan:

» Proteoglicanos: Constituyen el 10% de las proteinas no colagenas. Son moléculas
de gran tamafio. En la matriz osteoide hay cuatro tipos de proteoglicanos:
Hialuronano y Condroitin-sulfato: de molécula grande, intervienen en las etapas
iniciales de la morfogénesis dsea. Biglicano y decorina: de molécula mas pequeiia,
aparecen en las fases siguientes de la formacion osea.

» Proteinas con dcido y-carboxi-glutamico: Son la osteocalcina (OCN) y la proteina
de la matriz con acido y-carboxiglutamico. Este acido es un aminoacido que liga
calcio y necesita vitamina K para su sintesis. La osteocalcina es una pequeiia
proteina de la matriz sintetizada por los osteoblastos y plaquetas, dependiente de
las vitaminas D y K. Representa el 15% de las proteinas no colagenas de la matriz
y contiene tres restos de acido y-carboxiglutdmico. Sus niveles plasmaticos se han
considerado como uno de los marcadores bioquimicos de la osteogénesis,
relacionandose con el nimero y actividad de los osteoblastos.

» Glicoproteinas: Son la osteonectina, la fosfatasa alcalina y las proteinas con el

tripéptido RGD (Arg-Gly-Asp).
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La osteonectina es una glicoproteina con gran afinidad por el colageno tipo I,
por el calcio y por la hidroxiapatita. Representa el 25% de las proteinas no
colagenas. Se cree que interviene en la regulacion de la adhesion celular entre la
matriz y las células. En el hueso es necesaria para la mineralizacion normal.

La fosfatasa alcalina es una enzima que libera fosfato inorganico a partir de
¢ésteres fosforicos, necesario para la mineralizacion. Existen varias isoenzimas Yy,
entre ellas la Osea, se ha considerado un buen marcador de la actividad
osteoblastica.

Proteinas con el tripéptido RGD, también llamadas SIBLINGS (Small
Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoprotein) son fundamentalmente cinco:
osteopontina, sialoproteinas 6seas, fibronectina, trombospondina y vitronectina. Son
glicoproteinas fundamentales en los procesos de remodelado y regeneracion dseos,
con una secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) que es reconocida por las integrinas de los
osteoblastos y los osteoclastos (avP3, entre otras). También actian como receptores
de superficie de las células 6seas permitiendo la adhesion de las células a la matriz
extracelular y activando sefiales.

» Proteinas procedentes del plasma: Se encuentran en la matriz organica dsea en
mayor proporcion que en el plasma. Son la albumina y la a2-SH-glicoproteina,
probablemente relacionadas con la incorporacion del calcio a la matriz osteoide.

» Factores de Crecimiento: Son polipéptidos sintetizados en el propio hueso o
procedentes de otros lugares (higado, plaquetas, etc.), que intervienen en la
diferenciacion, crecimiento y proliferacion de las células de forma autocrina o

paracrina (5).
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CELULAS OSEAS

En el hueso coexisten varios tipos de células (ver Tabla 1). Las células 6seas se hallan
dentro del propio tejido 6seo o en el estroma conjuntivo de la médula 6sea, rico en células
mesenquimales pluripotenciales indiferenciadas (o mesenchymal stem cells). Desde los
trabajos de Friedenstein en 1976 se conoce que estas stem cells pueden dar origen a cinco
estirpes celulares distintas: fibroblastos, osteoblastos, condroblastos, adipocitos y mioblastos
(6), en respuesta a diferentes sefales moleculares que inician la cascada de activacion de

diferentes genes.

Tabla 1
Tipos de células 6seas

ESTROMA MEDULAR TEJIDO OSEO

Stem Cells Hematopoyéticas Osteoblastos
Stem Cells Mesenquimales Pre-osteoblastos

Adipositos Osteocitos

Macrotagos Osteoclastos
Mastocitos Pre-osteoclastos
Células Endoteliales Células Linfoides

Genética y factores de crecimiento

Actualmente se sabe que la diferenciacion hacia la estirpe osteoblastica esta controlada
por genes pertenecientes a la familia Hedgehog, de los cuales los mas conocidos son: Ihh
(Indian hedgehog) y Shh (Sonic hedgehog) (7,8). También es esencial el factor de
transcripcion Cbfal (core-binding factor a-1, también llamado Runx2) (9, 10, 11, 12) y las
proteinas morfogenéticas dseas (BMPs), que constituyen los reguladores més potentes de la

diferenciacion osteobléstica desde las células mesenquimales pluripotenciales.
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Marcadores de diferenciacion

A medida que las células precursoras se van diferenciando expresan en la membrana
celular proteinas especificas de su funcion o marcadores. La expresion de Cbfal es la primera
evidencia de la diferenciacion osteogénica, cuyo maximo nivel se alcanza en los pre-oste-
oblastos. El colageno I y la osteopontina (OPN), se expresan de forma temprana en cé¢lulas
osteoprogenitoras. Igualmente la fosfatasa alcalina (ALP) es una proteina de superficie que
podria participar en la regulacion de la proliferacion, migracion y diferenciacion de las células
osteoblasticas. La sialoproteina 6sea (BSP) y la osteocalcina (OCN), son marcadores de dife-
renciacion del pre-osteoblasto al osteoblasto y aparecen cuando se inicia la mineralizacion. La
expresion de estas proteinas resulta especialmente til como marcadores osteogénicos en los

estadios finales de la diferenciacion osteoblastica.

Osteoblastos

Son células grandes (20-30 pm), de forma poliédrica (Ver Fig. 2a), con citoplasma
basofilo y con un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico rugoso de tamafio importante.
Proceden de las células mesenquimales pluripotenciales de la médula 6sea, endostio, periostio
y pericitos perivasculares (13). Emiten procesos citoplasmaticos hacia la matriz, que comu-
nican con la red de osteocitos y con osteoblastos vecinos. Los osteoblastos y osteocitos se
comunican entre si por proteinas transmembrana o integrinas, que actian de enlace entre
células o entre una célula y la matriz extracelular, permitiendo el paso de mensajeros como
calcio, citoquinas o prostaglandinas. En estas células la conexion intercelular es la Conexina43
(14).

Los osteoblastos sintetizan la matriz organica o sustancia osteoide a un ritmo de 2 a

3um por dia y expresan una enzima caracteristica la fosfatasa alcalina (ALP), que permite la
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mineralizacion a un ritmo de 1-2 um por dia. Actualmente, se sabe que los osteoblastos: 1)
sintetizan las proteinas colagenas y no colagenas de la matriz organica del hueso, 2) dirigen la
disposicion de las fibrillas de la matriz extracelular, 3) contribuyen a la mineralizacion de la
sustancia osteoide, gracias a la fosfatasa alcalina, 4) median en la reabsorcion llevada a cabo
por los osteoclastos a través de la sintesis de citoquinas especificas (15) y 5) sintetizan factores
de crecimiento.

La vida media de los osteoblastos humanos es de 1 a 10 semanas, al término de las
cuales pueden desaparecer por mecanismos de apoptosis, transformarse en células limitantes,
bordeantes o de revestimiento (bone lining cells) o en osteocitos (15 %) (16). Ambos tipos

celulares representan estadios mas avanzados de maduracion.

Las células limitantes bordeantes o de revestimiento (bone lining cells)

Son células elongadas y planas, con un nucleo en forma de huso, con escasos
organelos. Pueden expresar los marcadores osteoblasticos anteriormente citados como
sialoproteina Osea, osteopontina, osteonectina, y fosfatasa alcalina asi como el receptor de
parathormona (PTH). Permanecen a lo largo de la superficie endostica, constituyendo con el
endostio una capa protectora de la superficie 6sea, que juega un papel importante en la
activacion del remodelado 6seo. Durante la formacion del tejido 6seo, los osteoblastos se
aplanan en la superficie externa del tejido Oseo y se transforman en las células de
recubrimiento oseo. Estas células pertenecen todavia a la familia de los osteoblastos aunque
su rol no esta claro, podrian formar solo un epitelio verdadero o bien constituir una barrera
entre el espacio extracelular y los fluidos 0seos o regular el intercambio i6nico entre estos
compartimentos. Presentan comunicaciones citoplasmaticas con los osteocitos, por lo tanto los
osteocitos presentan un suplemento metabdlico basado tanto, en la difusion via sistema
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canaliculo lagunar, como por transporte intracitoplasmatico. También las células de
recubrimiento 6seo pueden participar en la iniciacion de la reabsorcion al liberar factores
activadores de osteoclastos y por contraccion activa, lo cual podria exponer la superficie 6sea
a la adhesion de los osteoclastos. Junto con mantener la integridad de la matriz que los rodea,
los osteocitos y las células de recubrimiento, participan en la homeostasis del calcio de los

fluidos corporales.

Osteocitos

Una vez mineralizada la matriz, algunos osteoblastos quedan atrapados dentro de ella,
transforméndose en osteocitos. Los osteoblastos, osteoclastos y células limitantes se hallan en
la superficie Osea, mientras que los osteocitos estdn en el interior. Los osteocitos son las
células mas abundantes del hueso (10 veces mas que los osteoblastos). Poseen forma estrellada
(Ver Fig. 2b) y su cuerpo se sitia en el interior de lagunas u osteoplastos y los procesos
citoplasmaticos se comunican entre si a través de los conductos calcoforos o canaliculos,
llenos de fluido 6seo extracelular. De esta forma, los osteocitos se organizan formando un
sincitio de células interconectadas que representa una unica estructura, con la ventaja de que
existe una gran superficie de contacto en el interior y hacia la superficie 6sea, para asegurarse
oxigeno y nutrientes. Cuando se produce un trauma en el hueso el cese de la circulacion
sanguinea origina hipoxia y necrosis de los osteocitos que estén a mas de 0.1 mm de un capilar
intacto.

Los osteocitos también participan en la sintesis y mineralizacion de la matriz osteoide,
pero se cree que su funcion principal es la de controlar el remodelado 6seo, detectando las

variaciones mecanicas de las cargas, fendmeno denominado mecanotransduccion (17).
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Los osteocitos constituyen el estadio final desde la linea osteobléstica y son incapaces
de renovarse. Poseen los mismos marcadores que los osteoblastos, pero tienen como marcador
especifico a CD44, receptor de membrana que se expresa fuertemente en osteocitos y es

negativo en osteoblastos y células limitantes.

Figura 2: a: Osteoblastos vistos a través de microscopia optica b:Forma estrellada de
los Osteocitos vista a través de MEB c: Osteoclastos vistos a través de
microscopia optica. Fotos tomadas de referencia N° 2
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Osteoclastos

Son las células encargadas de la reabsorcion. Se trata de células grandes (100 pm),
multinucleadas, ricas en mitocondrias y vacuolas (Ver Fig. 2¢). Los osteoclastos contienen
fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP), que permite la desfosforilacion de las proteinas,
cuya actividad es aprovechada para su identificacion, tanto in vivo como in vitro. Ademas
tienen receptores para calcitonina. Los osteoclastos proceden de células madre
hematopoyéticas medulares denominadas “Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos
y Macréfagos” (CFU-GM), precursoras de macrofagos y monocitos (18).

Los osteoclastos tienen dos especializaciones en la membrana: un borde en cepillo, que
es donde tiene lugar la reabsorcion y una zona clara, rica en microfilamentos, con integrinas
que sirven de anclaje a la matriz. Para ello, los osteoclastos se movilizan hacia la zona a
reabsorber y, seguidamente, se adhieren a la superficie 6sea mineralizada por su borde en
cepillo, sellando los bordes del area mediante union por integrinas. La integrina del
osteoclasto, particularmente av3, reconoce la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) existente en el
colageno y otras proteinas de la matriz osteoide. A este nivel el pH es acido, ya que secretan
acidos (H+) generados por la anhidrasa carbonica I y enzimas proteoliticas como colagenasas,
metaloproteasas, catepsina K, glucuronidasa, etc, que van a originar la reabsorcioén del hueso
mediante la solubilizacioén de la matriz orgénica primero y de la mineral después.

Respecto a la osteoclastogénesis actualmente se sabe que los osteoblastos son
fundamentales para la formacion de osteoclastos. Asi, el factor estimulante de las colonias de
macrofagos (M-CSF) producido por los osteoblastos es requerido en las primeras fases de la
osteoclastogénesis para la formacion de células gigantes multinucleadas. Los conocimientos

actuales acerca de la regulacion de la osteoclastogénesis se basan en la existencia de 3
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moléculas clave: OPG (osteoprotegerina, proteina sintetizada por osteoblastos y pre-
osteoblastos), RANKL (ligando situado en la superficie de osteoblastos y pre-osteoblastos) y
RANK (receptor del anterior situado en la membrana de osteoclastos y pre-osteoclastos). El
RANKL (receptor activator of NFkB ligand) antiguamente llamado ODF (osteoclast
differentiation factor) (19) es una citoquina transmembrana perteneciente a la familia del
factor de necrosis tumoral (TNF) (20). La interaccion entre RANKL y su receptor RANK
produce una activacion de la diferenciacion y de la actividad osteoclastica, aumentando la
reabsorcion. Asimismo, los efectos del RANKL tanto in vivo, como in vitro son inhibidos por
la osteoprotegerina (OPG), proteina circulante producida por los osteoblastos y pre-
osteoblastos perteneciente a la superfamilia de los receptores de TNF.

Cuando se unen OPG y RANKL se inhibe la union de RANKL a RANK y se inhibe la
diferenciacion osteoclastica. Por ello OPG, RANK y RANKL son importantes reguladores de

la osteoclastogénesis.

DESARROLLO Y CRECIMIENTO OSEO

Dos son los prerrequisitos indispensables para la formacion o6sea: un amplio
suplemento sanguineo y el soporte mecanico.

Los osteoblastos actiian en la formacion Osea solo en cercania de vasos sanguineos.
Por otra parte se requiere de una superficie estable y solida para la elaboracion de un tejido
Oseo altamente organizado. En la osificacion membranosa o directa, en el seno del tejido
conjuntivo se diferencian células osteoprogenitoras formandose centros de nucleacion para la
deposicion 6sea. En la osificacion endocondral el cartilago hialino cumple esta funcion, el

cual es cubierto y luego sustituido por hueso.
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CRECIMIENTO Y REMODELADO DEL HUESO CORTICAL

Durante el desarrollo embrionario, la forma de los huesos individuales es elaborada ya
sea por osificacion membranosa o endocondral. En el periodo fetal y postnatal, los huesos
sufren tres cambios: crecimiento en longitud y diametro, modelado por el periostio y endostio
y finalmente remodelado (renovacion y sustitucion del tejido 6seo). Durante todas estas fases
existe una intima relacién entre las células 6seas y los vasos sanguineos, de ahi que estos

procesos Oseos influyan en el patrén del suplemento sanguineo.

Crecimiento longitudinal

La osificacion endocondral es la responsable del aumento del tamafio de la epifisis y de
la precisa formacion de las superficies articulares.

Durante el crecimiento, el engrosamiento de los huesos y el modelado de su forma esta
basado en actividades de formacion y reabsorcion derivadas del periostio y del endostio.
Basicamente la diafisis de los huesos largos crece en didmetro por aposicion del periostio y
reabsorcion endostial. Si la aposicion supera a la reabsorcion existird un aumento en el grosor
de la corteza. En el adulto esta actividad cesa y un diametro y grosor cortical constante de la
pared son mantenidos. En las personas mayores la reabsorcion endostal puede exceder la
aposicion periostal, resultando en un aumento de las cavidades medulares a expensas del
grosor cortical (21).

El modelado de la forma odsea es regulado por la distribucion espacial de las
actividades de formacion y reabsorcion como también por los cambios en el grado de
aposicion. En lugares donde se depositan lamelas circunferenciales, el crecimiento se

restringe de 1 a 2 um. por dia. Si un crecimiento mas rapido se requiere, un compuesto de

21



hueso lamelar y reticular es depositado, resultando en la formacion de osteones primarios. La
capacidad del hueso reticular de formar crestas o cordones es activada en orden a producir
muescas y luego tuneles alrededor de vasos sanguineos orientados longitudinalmente.
Posteriormente estos se van estrechando con la deposicion de capas concéntricas hasta que la
formacion de los osteones primarios es completada. Este mecanismo resulta en un aumento de
la aposicion diaria, principalmente porque el crecimiento del hueso reticular no depende del
grado de formacion de matriz, sino mas bien de la disponibilidad y la proliferacién de nuevos

osteoblastos.

Remodelado cortical: formacion del osteon secundario

Los osteones primarios son formados durante el crecimiento aposicional, mientras que
los osteones secundarios resultan de la sustitucion, la cual es iniciada por la reabsorcion
seguida por la formacion 6sea. Existe una secuencia de remodelado en la que primero un
canal de reabsorciéon es formado por osteoclastos, luego, los osteoblastos aparecen y
comienzan a rellenar este canal con lamelas concéntricas a un vaso sanguineo. Los osteones
secundarios corren paralelos a lo largo del eje de los huesos y su largo es dificil de medir
porque sufren frecuentemente ramificaciones, aunque por lo general su estructura raramente
supera los 2 a 3 mm. de largo y se encuentran interconectados por canales vasculares
transversales (canales de Volkmann ) a intervalos de 0.5 a 1 mm.

Los osteones secundarios estan siempre separados de la matriz que los rodea por una
linea de cemento.

Secciones longitudinales de osteones en formacion han mostrado que la reabsorcion y
formacion 6sea estan asociadas en el tiempo y el espacio y ocurre en sitios pequefios de
remodelado llamados “unidades metabolicas 6seas” (BMUs). En el extremo de un canal de
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reabsorcion los osteoclastos se disponen en un cono de corte, luego avanzan longitudinalmente
y simultdneamente ensanchan el canal hasta su didmetro final. Un loop vascular sigue a los
osteoclastos y se aloja en el centro del canal siendo rodeado por células perivasculares,
osteoclastos y osteoblastos precursores. Las paredes del canal son ocupadas por células
mononucleadas, lo que corresponde a la fase de reserva de 1 a 2 dias. Luego aparecen los
osteoblastos que depositan material osteoide, el cual mineralizara entre los 8 a 10 dias
posteriores con lo que el canal asume una forma cénica. La formacion completa del ostedén

requiere, dependiendo de la especie, de 2 a 4 meses.

FORMACION Y REMODELACION DEL HUESO ESPONJOSO

Desarrollo y crecimiento del hueso esponjoso

En el desarrollo embrionario temprano, aparecen trabéculas de un esponjoso primario
como condensacion en el mesénquima, siempre en vecindad de vasos sanguineos. Esta
osificacion membranosa toma lugar principalmente en el esqueleto cefalico (neuro y
esplacnocraneo), resultando en la formacion de los maxilares (21).

En los huesos largos, la epifisis es inicialmente formada en centros de osificacion

secundaria y mas tarde completada por osificacion endocondral desde el cartilago articular.

Remodelado y adaptacion funcional del hueso esponjoso.

El modelado y el remodelado contintan después del cese del crecimiento 6seo. El
modelado indica un cambio en la forma, mientras que el remodelado significa reemplazo de
tejido o sustitucion. El modelado especifico implica cambios en la arquitectura del hueso

medular que resultan en una adaptacion estructural a la carga funcional prevalente o de
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acuerdo a la Ley de Wolf. Esta adaptacion permite al hueso oponerse a un estrés determinado

con una minima cantidad de material. Esto alivia el peso y conserva energia metabolica.

Remodelado del hueso trabecular.

El remodelado significa sustitucion del tejido éseo, sin un cambio en la arquitectura.
Esto mejora la calidad del tejido, tanto en sus propiedades mecanicas como metabolicas.

El remodelado reemplaza porciones pequefias con nuevo hueso lamelar, comenzando
con una agrupacion local de osteoclastos los que forman una cavidad en la superficie
trabecular. Al final de la fase reabsortiva los osteoclastos se mueven o desaparecen y luego de
un corto intermedio o fase reversa, los osteoblastos comienzan depositando nuevo hueso (fase
formativa), formando unidades nuevas de hueso confinadas por una linea de cemento y que es
considerada, en analogia con los osteones, una unidad estructural 6sea (BSU). Por su
extension superficial en el esqueleto humano, el remodelado juega un papel importante en la

patogénesis de enfermedades metabolicas dseas, como la osteoporosis.
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BIOLOGIA DE LA REGENERACION OSEA

Muchos tejidos del cuerpo sufren regeneracion fisiologica, como los epitelios, células
sanguineas, glandulas. Otros no pueden proliferar, como los tejidos nerviosos o las fibras
musculares. El remodelado 6seo cortical y trabecular representa un modelo de regeneracion
tanto celular como de su matriz.

La regeneracion reparativa ocurre cuando los tejidos se pierden por injuria o
enfermedad. Los tejidos de soporte tienen distintas capacidades de reparacion, asi el cartilago
articular es practicamente incapaz de regenerar, los tejidos conectivos altamente diferenciados
como ligamentos y tendones nunca lograran el nivel original de organizacidon y repararan con
cicatriz y con reduccion de su resistencia mecanica. El hueso es el unico que tiene el potencial
para restaurar su estructura original completamente, siempre y cuando algunas condiciones
basicas se aseguren, como un amplio suplemento sanguineo y estabilidad mecanica, provista

de una base sélida.

ACTIVACION DE LA REGENERACION OSEA

Algtn tipo de lesion, como por ejemplo fracturas, insercion de implantes, interrupcion
del suplemento sanguineo, activan un proceso de regeneracion 6sea local por la liberacion de
factores de crecimiento e inductores. El hueso es una de las fuentes mas ricas en factores de
crecimiento (GF). Entre los GF algunos son producidos por células 6seas, como el factor de
crecimiento insulinico (IGF), el factor de crecimiento transformante (TGF), el factor de

crecimiento fibroblastico (FGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
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mientras que otros son sintetizados por tejidos en relacion al hueso, como el factor
interleuquina — 1 ( IL-1) y el factor de necrosis tumoral (TNFa).

Entre los factores inductores 6seos encontramos la osteogenina de Lacroix (22) y la
familia de las proteinas morfogenéticas (BMP).

Para clarificar el concepto de osteoinduccion, Friedenstein (6, 23) distingui6 dos tipos
de células, las células osteoprecursoras determinadas y las células osteoprecursoras inducibles.
Las primeras se encuentran en los tejidos en directa vecindad al hueso, como las células del
estroma medular 0seo, del periostio, del endostio y de los canales intracorticales. Estas células
reaccionan a la induccion con proliferacion y diferenciacion directa a osteoblastos y por lo
tanto formando hueso directamente. Las células osteoprecursoras inducibles se encuentran
lejos del hueso. Estas células tipo fibroblastos son abundantes en los tejidos conectivos
subcutaneos, en los musculos esqueléticos y en las capsulas de rifiones y bazo. Su reaccion a
estimulos inductivos es mas compleja y la formacion de hueso es via endocondral.

La cascada de eventos que se gatilla por los numerosos factores de crecimiento no esta
clara todavia, sin embargo, se sabe que solo algunas BMP y otros miembros de la familia de
los TGF- beta son capaces de inducir formacion de hueso heterotopico, es decir, formacion de

hueso en un lugar donde fisioldgicamente no existe normalmente.

REGULACION DEL REMODELADO OSEO

Sistémicamente el remodelado 6seo es activado por las hormonas del crecimiento, las
hormonas tiroideas y paratiroideas e inhibidas por la calcitonina y la cortisona. Localmente es
activado por algiin trauma 6seo, como fracturas, acciones quirirgicas o inserciones de

implantes. Una interrupcion temporal del suplemento sanguineo con desvitalizacién asociada
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y necrosis del tejido 6seo resulta en una sustancial activacion del remodelado, incluso sin
lesion mecanica alguna. La iniciacion de la activacion de la reabsorcion y formacion osea se
basa en la acciéon de multiples factores comprometidos en la activacion de osteoclastos,

proliferacion y diferenciacion de osteoblastos, formacion de matriz y mineralizacion.

PROMOCION DE LA REGENERACION OSEA

Como se menciond anteriormente, el hueso posee un asombroso potencial de
regeneracion y restaura perfectamente su estructura original y sus propiedades mecanicas, pero
esta capacidad tiene sus limitaciones y puede fallar en ciertas condiciones. Entre los factores
que impiden la reparacidon se encuentran:

a) Falla en la vascularidad.

b) Inestabilidad mecanica.

c¢) Defectos sobredimensionados.

d) Tejidos competitivos de alta actividad proliferativa.

En el caso de las fracturas 6seas por ejemplo, la falla en la vascularizacion es causa de
la necrosis de los fragmentos e impide la unién, o provoca su pérdida. La inestabilidad
produce un callo fibrocartilaginoso e impide la osificacion endocondral al inhibir la
mineralizacion del fibrocartilago. La pérdida de fragmentos o la remocion de aquellos que
presentan necrosis, crea defectos demasiados grandes para ser llenados por hueso
espontaneamente. Finalmente las células de los tejidos blandos vecinos pueden proliferar mas
rapidamente y ocupar el sitio del defecto antes de lo que el hueso lo pueda hacer. De hecho el
tejido conectivo fibroso regenera mas rapido que la mayoria de los tejidos altamente

diferenciados y puede producir una cicatriz en el sitio de la lesion. La regeneracion Osea
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puede competir con el tejido fibroso, llegando incluso a reemplazarlo parcialmente cuando
¢éste se ha formado antes.

Cuando alguno de estos factores estd ausente, la regeneracion 6sea no puede llevarse a
cabo y hay que empezar a utilizar técnicas regenerativas como la Regeneracion Osea Guiada
(ROG) que es un método efectivo y predictivo para generar hueso en zonas donde estd
ausente, antes o durante la instalacion de los implantes oseointegrados. Estudios en animales y

humanos avalan la eficacia de este principio (21, 24, 25)

TECNICAS DE REGENERACION OSEA GUIADA

Para llevar a cabo estas técnicas de regeneracion dsea guiada, pueden utilizarse:
% Membranas

R

% Injertos Oseos

Membranas

Se utilizan membranas de estructura micro porosa "selectiva", puesto que permiten el
paso de los nutrientes para la formacion 6sea, pero impiden el paso de células no deseadas
hacia la zona de generacion Osea.

Podemos encontrar dos grupos de membranas, las reabsorvibles y no reabsorvibles
(26). Las reabsorvibles estan generalmente fabricadas de politetrafluoretileno expandido,
necesitan una segunda intervencion quirurgica para su retiro. Las membranas reabsorvibles en
cambio, se clasifican en dos tipos: las hechas con polimeros sintéticos y las hechas con

materiales naturales.
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Las hechas con materiales sintéticos pueden tener acido polilactico, acido glicélico.
Como es el caso de Atrisorb® (Collagenez Pharmaceuticals) que estd compuesto por Ac
polilactico, Resolut® (Goremedical) contiene &cido polilactico y glicolico, esta barrera
mantiene su integridad por mas de 8 a 10 semanas y es reabsorbida a los 6 meses
aproximadamente. (27)

Entre los materiales naturales encontramos las matrices de colageno, las de sulfato
calcico y las de proteinas del esmalte. Las membranas de coldgeno son principalmente de
colageno tipo I, el cual mantiene sus funciones por semanas. Muchas son las razones para
usar este material: entre ellas se describe que 1) el colageno es una de las proteinas mas
abundantes del cuerpo humano, 2) posee propiedades hemostaticas lo cual facilita la
agregacion plaquetaria e incrementa el cierre y el potencial de cicatrizacion de las heridas, 3)
tiene propiedades quimioticticas para los fibroblastos y es de facil manipulacion. (27).
presenta una alta biocompatibilidad: pues es un producto natural degradado enzimaticamente,
capaz de promover la adhesion, la migracion y la proliferacion celular. Ademas 4) actua
como barrera: provee espacio ¢ impide el paso de células epiteliales, ademas actia como una
barrera semi-permeable, permitiendo el paso de nutrientes y el intercambio de gases. 5) Es
Reabsorbible: (28) lo cual elimina la necesidad de una segunda cirugia. 6) Tiene alta

disponibilidad.

Injertos

Se denominan injertos 6seos a todos los materiales sintéticos o biologicos que pueden
emplearse para rellenar defectos en el hueso, con el objetivo de obtener la regeneracion y
reparacion de éste. La utilizacion de injertos dseos es una de las técnicas quirurgicas mas
empleadas en la actualidad, ya que son muchas las situaciones en que la pérdida 6sea es muy
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importante y se necesita adyuvante para la reconstitucion del tejido 6seo perdido. El material
ideal para solucionar todos estos problemas es el proveniente del mismo paciente (hueso
autologo) debido a que no trae consigo una respuesta inmune del paciente contra el material
injertado, asi como también se evita el riesgo de transmision de enfermedades. Sin embargo,
hay ocasiones en que el volumen de hueso necesario es muy grande, justificandose la
utilizacion de materiales sustitutos.

Tres conceptos importantes de definir son:

Osteogénesis: Mecanismo mediante el cual células Oseas vivas (preosteoblastos y
osteoblastos), que son transplantadas de una parte a otra del mismo organismo, establecen
centros de formacién y crecimiento 6seo. Propiedad que corresponde a los injertos de hueso
autdlogo.

Osteoinduccion: es la capacidad de un tejido para inducir la diferenciacion de las
células mesenquimales pluripotenciales, provenientes del lecho receptor o de los alrededores,
en osteoblastos, estimulando asi la neoformacion 6sea a nivel del injerto y del lecho receptor
(29).

Esta capacidad la posee el hueso autdlogo, los factores de crecimiento localizados en el
plasma, y las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP).

Osteoconduccion: Es la capacidad del injerto de crear un soporte estructural para la
neoformacion o6sea (28). Son ejemplos de este tipo, el hueso autdlogo, la fibrina autdloga,
hueso humano liofilizado, la hidroxiapatita, el fosfato tricalcico, los cristales ceramicos

bioactivos, etc.
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Materiales Aloplasticos

Son exclusivamente productos sintéticos biocompatibles desarrollados para satisfacer
un gran numero de indicaciones. Son fabricados en diversas texturas, tamafios de particulas y
formas. Se pueden clasificar en Ceramicas, Polimeros y Composites; los mas empleados son
las ceramicas que pueden ser Bioinertes (oxido de aluminio o titanio) y/o Bioactivas (fosfato
calcico). Las ceramicas bioinertes no se unen directamente al hueso huésped y se mantienen
en contacto con este por medios mecanicos. Las ceramicas bioactivas por su parte se unen
quimicamente al hueso receptor y son el principal grupo de aloplastos usado para el aumento

0seo, incluyen a la hidroxiapatita sintética y el fosfato tricalcico.

Materiales Bioldgicos

Hueso autoélogo: es el gold Standard de los materiales de relleno, ya que posee la
capacidad de ser osteogénico, osteoconductor y osteoinductor. Puede ser obtenido de fuentes
intraorales tales como el menton y/o la zona retromolar (30) o de zonas extraorales tales como
la calota o la cresta iliaca (31, 32). Este hueso puede usarse en forma de bloques sujetos con
tornillos, con los propios implantes o bien, en forma particulada.

El uso de este material, presenta ciertas desventajas tales como el aumento de la
morbilidad (dos sitios quirurgicos en el caso de fuentes extraorales), limitado volumen
disponible (en el caso de utilizar fuentes intraorales). En los casos en que se usa hueso
autdlogo de fuentes extraorales, tales como la cresta iliaca o la calota es necesario ademas
hospitalizar al paciente, administrar anestesia general y también tiene un alto costo econdmico.

Hueso alégeno: son injertos procedentes de miembros de la misma especie, pero no

del mismo individuo. ElI mas comun es el hueso liofilizado (hueso de cadaver
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desmineralizado, secado, congelado). Los datos histolégicos (33) de estudios donde se uséd
hueso liofilizado como material de relleno, muestran particulas de hueso no vitales rodeadas
de tejido conectivo sin contacto con el hueso neoformado.

Xenoinjerto: son injertos provenientes de especies distintas a la especia receptora. El
xenoinjerto mas estudiado en implantologia es la hidroxiapatita bovina (hueso bovino
inorganico desproteinizado). Histolégicamente, se ha encontrado al retirar implantes
injertados con hidroxiapatita bovina en animales y humanos un contacto intimo entre el hueso
neoformado y las particulas de hidroxiapatita bovina con presencia de osteoblastos y
osteoclastos, lo cual es indicativo de que la formacién de nuevo hueso se ve acompanada de
un proceso de aposicion y reabsorcion del material de relleno (34).

Al analizar el porcentaje de hueso vital neoformado tras injerto con hidroxiapatita
bovina se ha observado que este porcentaje aumenta significativamente al mezclar la
hidroxiapatita bovina con hueso del receptor, por lo que esta combinacion es recomendable
(40).

También existen xenoinjertos derivados del coral, el cual esta constituido por mas de
un 98% de carbonato de calcio en una forma cristalina. El hueso es irradiado para su
esterilizacion (Biocoral®),

Uno de los xenoinjertos mas utilizados es el Bio-Oss®, un hueso bovino
desproteinizado, desmineralizado y esterilizado. En el comercio se presenta en granulado y en
bloques, con un tamafio de cristales de 10 nm. El hueso bovino obtenido es sometido a una
calcinacion (800 — 1200°C) con lo cual se produce una ceramizacion de los cristales de
hidroxiapatita, lo que determinaria un aumento en el tiempo de reabsorcion total de 4 afios o

mas (35).
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Bio-Oss ha demostrado ser altamente biocompatible con tejidos duros orales en
humanos y animales, ademas cumple con los criterios de ser un material osteoconductor,
actuando como un andamio para la formacion 6sea (36). Se presenta en tres variedades, Bio-
Oss Spongiosa Small, Bio-Oss Spongiosa Large y Bio-Oss Collagen (Ver Fig. 3a).

Posee un tamano de particula de 0.25 — 1 mm en el caso del Bio-Oss Spongiosa Small,
de 1 - 2 mm en el Bio-Oss Spongiosa Large y se le agrega ademas colageno (10%) en el caso
del Bio-Oss Collagen con lo que adopta una forma de un paralelepipedo a diferencia de la
forma granular que posee en las otras dos presentaciones. Posee una porosidad de un 75% —
80% (37), ocupando asi solo el 20 a 25% del volumen total del sitio donde se coloca, dejando
asi gran parte del volumen disponible para la formacion y remodelacion 6sea (38). Tiene un
tamafio de particula que varia con cada presentacion, sus macroporos y microporos son de
tamafio similar al hueso cortical (37) y facilitan el crecimiento de las células (Ver Fig. 3b). Es
importante también destacar que por su delicada estructura no es recomendable que el Bio-
Oss® reciba ningun tipo de carga mecanica (39).

Estudios histologicos realizados a los seis meses después de colocar el injerto 6seo
muestran que las particulas de Bio-Oss® ocupan un 25% a un 30% del area de las muestras
obtenidas (40, 41) y un 34% a un 40% de ellas estaban en contacto con hueso (40, 41, 42)

Existe una gran discusion respecto a la degradacion del Bio-Oss®, encontrandose
estudios que relatan un rapido reemplazo por hueso nuevo y en otros existe un escaso o nulo
reemplazo.

Piatelli et al 1999, report6 el uso de Bio-Oss:

» A los 6 meses: particulas de Bio-Oss son facilmente distinguibles del hueso nuevo y la
mayoria de las particulas estan rodeadas por tejido 6seo neoformado. El andlisis

histoquimico mostré que la mayoria del hueso formado era altamente mineralizado y en
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unas pequenas areas de la interfase hueso/particula era posible encontrar material osteoide.
El analisis histomorfométrico mostré un 40% de espacios medulares, 30% de hueso nuevo
y 30% de particulas de Bio-Oss.

» A los 9 meses: gran similitud a la encontrada a los 6 meses, en algunos canales de Havers
son observables pequefos capilares, células mesenquimaticas y osteoblastos formando
hueso nuevo.

» A los 18 meses: todas las particulas eran facilmente reconocibles debido a su baja afinidad
por la tincion, al tener bajo contenido de coldgeno. El andlisis histoquimico muestra un
aumento de la mineralizacién del hueso en formacioén. Todos los canales de Havers han
sido llenados por hueso nuevo y han adquirido la apariencia de lagunas de osteocitos.

» A los 4 afios: ain son facilmente reconocibles las particulas de Bio-Oss. El grado de
mineralizacion encontrado en el hueso es similar al de los 9 y 18 meses. Se observan
osteoclastos reabsorviendo particulas de Bio-Oss y algunas de estas particulas se observan
rodeadas por células gigantes multinucleadas.

Bio-Oss® ha sido cuestionado en relacion a su seguridad, ya que diversos autores (43,
44) plantean que podrian encontrase trazas proteicas dentro de sus componentes. Por el
contrario otros autores (45, 46) dicen que una completa ausencia de proteinas en su
composicion ha sido demostrada, por lo cual es un material seguro respecto a la transmision
pridnica de la Encefalopatia Bovina Espongiforme o Enfermedad de Creutzfeldt-Jacob.

Los materiales de injerto generalmente se presentan como granulados, cuya forma y
morfologia superficial influyen en sus propiedades fisicas y biologicas. Los materiales de
regeneracion dsea utilizados en clinica presentan distinto comportamiento biologico dentro del
mismo tipo de materiales. La forma de las particulas determinard principalmente la

osteoconduccion, siendo favorecida por los granulos de formas irregulares, ya que dejan un
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gran espacio intergranular. La morfologia superficial por su parte influye de gran manera en
la velocidad de reabsorcion que presentaran las particulas, siendo facilmente reabsorvibles los
granulados con superficies rugosas y con gran cantidad de poros, debido a que poseen un area
mayor de contacto con el medio circundante, en comparacion a particulas de una superficie
mas lisa y con baja cantidad de poros. Ha sido demostrado el efecto positivo de los poros que

se pueden encontrar en estas particulas los cuales favorecen el crecimiento de capilares (47).
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Figura 3: a: Presentaciones del Xenoinjerto Bio-Oss. Fotos tomadas de referencia N°
48 Db: A la izquierda vista de Bio-Oss a 50x a través de M.E.B.; a la
derecha vista de hueso humano a 50x a través de M.E.B. Fotos Tomadas de
referencia N° 49
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

El Xenoinjerto desarrollado por la Comision Chilena de Energia Nuclear presenta

caracteristicas morfologicas ultraestructurales similares al Xenoinjerto comercial Bio-Oss®.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar morfologicamente la estructura del xenoinjerto desarrollado por la
Comision Chilena de Energia Nuclear (CCHEN) y compararla con un xenoinjerto comercial

(Bio-Oss®)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

0 Determinar caracteristicas morfolégicas y volumen ocupado por las particulas
del xenoinjerto desarrollado por la CCHEN vy por el Bio-Oss.

0 Determinar ultraestructuralmente el tamafio promedio, y el rango de tamafio de
las particulas del xenoinjerto desarrollado por la CCHEN y Bio-Oss.

O Analizar la densidad presentada por las particulas de cada muestra de hueso
CCHEN.y Bi0-Oss.

0 Comparar morfologia, tamafio y densidad de las particulas del xenoinjerto

desarrollado por la CCHEN con las del Bio-Oss®
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MATERIAL Y METODO

OBTENCION DEL HUESO LIOFILIZADO CHILENO

El xenoinjerto nacional fue elaborado por el personal de la Comision Chilena de
Energia Nuclear en el Departamento de Aplicaciones Nucleares en la Seccion Salud y
Alimentos. El hueso fue preparado por los investigadores de la CCHEN quienes siguieron el
protocolo del Hospital Tata Memorial, Bombay, India. A continuacidn se explica brevemente:
el hueso obtenido de ganado bovino, es colocado en un recipiente estéril al cual se le agrega
alcohol al 70% para eliminar el virus del VIH y las bacterias. Se lava en agua filtrada y se
eliminan los tejidos blandos para poder cortar el hueso en las formas y tamanos deseados. El
hueso ya cortado se coloca en una solucion de Naz;POs al 2.5%, esta solucion es
anticoagulante, y ayuda a dispersar la sangre en los huesos. Los huesos inmersos en la
solucion de Na;PO,4 deben mantenerse en un refrigerador durante la noche. El hueso debe ser
lavado bajo un fuerte chorro de agua para eliminar la mayor cantidad posible de medula 6sea,
una vez lavado es colocado en una solucion de Papaina al 1% en un refrigerador durante toda
la noche, la cual digiere las proteinas y facilita la eliminacion de los tejidos blandos que aun
existan. Posterior a esto los trozos de hueso deben ser nuevamente sumergidos en papaina al
1%, pero esta vez fueron puestos en un bafio maria de agitacion a 58°C por 1-3 horas; si
aparece grasa superficial se agrega una nueva cantidad de papaina fresca calentada, lo que
permitird extraer la grasa. Este proceso debe repetirse hasta que desaparezca la grasa, luego se

elimina la papaina con un lavado con agua caliente.
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Si atn existen restos de sangre y particulas de medula 6sea, mantener el hueso toda la
noche en refrigeracion en NazPOy, al 2,5 %, remover el NazPO4 con un enjuague de agua
destilada, en esta etapa el hueso debiera verse completamente blanco. Los injertos estan listos
para ser liofilizados por 48 a 72 horas, para lo cual se ponen en bandejas especiales y se
congelan a -60°C. Durante este proceso se va extrayendo el agua del hielo a través de una
combinacion de calor y vacio en una camara y atrapado en un condensador, el tiempo
requerido para retirar el agua depende del tamafio forma y contenido critico de agua del hueso.

Una vez liofilizado se procede a triturar el hueso y tamizarlo hasta el tamafio deseado,
los injertos se empacan en bolsas de polietileno de 0.5g y son selladas. Los injertos envasados
son esterilizados con radiacion gamma 25 kGy (2,5 Mrad), luego se envian muestras para un
cultivo microbiologico, el resto de los injertos se mantiene en cuarentena hasta que se
obtengan los resultados del cultivo. EI hueso obtenido tiene un 24.1 +0.3 % de Ca y un 10.8 +
0.1 % de P.

Para este estudio se analizaron tres tamafos de particulas del hueso CCHEN, entre 0.30
y 0.5mm, 0.85 y Imm y mas de Imm y se analizdé un hueso control ya comercializado de

tamafio de particula entre 0.5 a I mm (Bio-Oss®, Geistlich Pharma, Wolhusen, Switzerland).

ANALISIS DE DENSIDAD DEL HUESO DESAROLLADO POR LA CCHEN Y
HUESO COMERCIAL BIO-OSS®

Se midio la densidad de las muestras de hueso, tanto el de la CCHEN como el Bio-Oss.
Se utilizaron tubos ependorff de 100 ul, los cuales fueron llenados completamente con ambos

tipos de hueso, teniendo la precaucion de no presionarlo hacia el fondo, sino que solamente
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vibrandolo. Con este método se iguald el volumen de ambas muestras, las cuales se pesaron

en una balanza de precision para obtener su densidad

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA ANALISIS MORFOLOGICO Y
MORFOMETRICO EN MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Particulas de hueso desarrollado por la Comision Chilena de Energia Nuclear
(CCHEN) y Hueso comercial (Bio-Oss®) fueron pegadas en soportes metalicos usando
adhesivo “double face” (3M, Minnesota, USA). Se realizé una marca a cada soporte para su
identificacion bajo el microscopio.

Las muestras se metalizaron con una capa de oro (200 A°, 20mA, 10 mn) en un equipo
de metalizado (Polaron SEM coating unit E5000. Unidad de Microscopia Electronica-CESAT,
ICBM, U. de Chile) y fueron observadas en un microscopio de barrido (Digital Scanning
Microscope DSM 940, Zeiss. Unidad de Microscopia Electronica-CESAT, ICBM, U. de
Chile).

Sobre 1 muestra de 1g de cada tamafio de hueso, al momento de la observacion a un
aumento de 50x, se midi6 el tamafio de 16 particulas elegidas al azar de cada muestra.
Utilizando el cursor del microscopio electronico de barrido se midieron las dos dimensiones
mayores de cada particula en dos sentidos del espacio, el largo en el eje mayor y el ancho
(perpendicular al largo). Se realizaron ademds microfotografias para comparacion
morfoldgica a 20x, 50x, 1000x y 3000x; el negativo de 35 mm fue digitalizado utilizando un
scanner Prime Film 1800u (Pacific Image Electronics) con una resolucion de 600 dpi.

(Parametros de escaneo: Escala al 200%, modo gris, imagen calidad, contraste automatico,
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gamma 100%) Sobre 4 microfotografias a 20x dos observadores calibrados analizaron el area
y la densidad de las particulas de hueso eligiendo al azar 4 particulas por cada foto (2491 x
1699 pixeles). Usando el programa ImageJ (Image Processing and anélisis in Java, Research
Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA..); se calculo
la media de grises de cada particula, con un rango de 0 — 255, siendo 0 negro y 255 blanco (8

BIT, 50), (Ver Figura 5).

EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Para evaluar las caracteristicas morfologicas se analizaron en forma descriptiva el
aspecto del tejido 6seo, el tamafio y forma de las particulas. Se analizdé ademas la densidad de
las diferentes particulas dseas de distintos tamafios en microfotografia SEM, obteniéndose una
media de densidad de grises de cada tamaio de particula.

Los datos fueron tabulados usando el programa Excel, se calcularon las medias,
desviaciones estandar y los valores minimos y méaximos. Usando el programa STATA 7 se
determinod la normalidad de la distribucion de las variables cuantitativas mediante el test de
Swilk y se vio que ellas no tenian una distribucion normal. Las diferencias respecto al control

Bio-Oss se analizaron mediante el test de Wilcoxon con un nivel de significancia p< 0.05.
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RESULTADOS

CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y VOLUMETRICA DE LAS PARTICULAS
DEL XENOINJERTO DESARROLLADO POR LA CCHEN Y DE BIO-0OSS

Las muestras de los diferentes particulados 6seos preparados por la CCHEN se
presentan en frascos de vidrio con un contenido de 1 gramo de particulado por frasco. Ellos
son esterilizados por radiacion gamma y muestran un sello que indica el lote y la fecha de
esterilizacion. El etiquetado indica ademas el codigo del frasco, tamafo de particula, cantidad,
fecha de vencimiento.

Las muestras de hueso elaboradas por la Comision Chilena de Energia Nuclear de tres
tamafios (0.30 — 0.5 mm; 0.85 — 1 mm; mayores de 1 mm) y el Bio-Oss (0.25-1 mm) fueron
preparadas para observacion y analisis morfoldgico en microscopia electronica, adheridas a la
superficie de un soporte metalico, metalizadas y observadas en SEM a un aumento de 20x,
50x, 500x, 1000x, 2000x, 3000x y se tomaron las respectivas fotografias. Para el posterior
analisis morfoldgico y morfométrico de densidad de particulas (Ver Fig. 4).

Macroscopicamente se observd cada particulado evidenciandose la diferencia de
tamaios entre las muestras de CCHEN respecto al hueso particulado control, Bio-Oss (0.25-1
mm), el cual present6 particulas mas uniformes en tamafio y forma, equivalente al particulado
de 0.3 - 0.5 mm CCHEN. Se observo ademas una evidente variacion en la coloracion siendo

Bio-Oss mas blanco (Ver Fig. 4b)
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Figura 4: a, b: Adhesion de las particulas a los soportes metalicos ¢, d y e: Metalizado de las
particulas fy g: Microscopio de barrido (Digital Scanning Microscope DSM 940,
Zeiss. Unidad de Microscopia Electrénica-CESAT, ICBM, U. de Chile)
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Figura 5: Vista de los diferentes particulados a través de M.E.B. con un aumento de
20x a: particulas de 0.3 — 0.5mm b: particulas de 0.85 — Imm c: particulas
mayores de Imm d: particulas de Bio-Oss

Microscépicamente el granulado de tejido 6seo de 0.30 — 0.5 mm CCHEN presento
particulas de variables tamafos, la mayoria de forma irregular y con muchos bordes filosos
(ver Fig. 5a).

Las particulas de 0.85 — 1 mm del granulado 6seo CCHEN, se presentaron mas grandes
que las anteriores, con una porosidad intraparticula muy variable, observandose zonas mas
lisas y otras con pequefios poros. (Ver Fig.5b).

Las particulas mayores de 1 mm mostraron una estructura de hueso normal, con

sistemas de Havers, osteoplastos, estructura laminillar y canaliculos (Ver Fig. 5¢). A mayor
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aumento (50x) los trozos de hueso se observan bastante porosos en forma irregular semejantes
a piedra pémez (Ver Fig. 6a).

La particulas de Bio-Oss (0.25 — Imm) presentaron una forma de paralelepipedo, muy
regular, de superficie lisa, sin bordes filosos y un tamafio homogéneo, bastante diferentes al
hueso chileno (CCHEN) (Ver Fig.5d). A un aumento de 3000x no se observaron poros en la
superficie de las particulas, siendo ésta bastante regular, presentando un aspecto de arenado

superficial (Ver Fig. 6b)

>1@8aaun

Figura 6: a: Microfotografia de una particula de hueso CCHEN > 1mm, a un aumento
de 50x b: Microfotografia de una particula de Bio-Oss a un aumento de
3000x
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Se analizé ademas el volumen relativo que ocuparon las particulas en un espacio dado

por un tubo ependorff de 100 ul, los resultados son presentados en la Tabla 2. Noétese que la

densidad de particulas de Bio-Oss en el mismo volumen fue el doble de la densidad de

particulas de CCHEN de tamafios equivalentes (promedio de 2.9 g/ml vs 5.7 g/ml)

Tabla 2

Analisis volumétrico de particulas Oseas de Hueso preparado por CCHEN y Bio-
Oss en un volumen conocido.

VOL TUBO | PESO Del | PESO TUBO + | PESO  DENSIDAD
MUESTRA (ml) TUBO(g) | HUESO(g) | HUESO (g)
0.3 - 0.5mm 0.1 0,4522 0,7777 0,33 3.3 g/ml
0.85- 1.0 mm 0.1 0,4522 0,6887 0,24 2.4 g/ml
<0.1mm 0.1 0,4522 0,6767 0,22 2.2 g/ml
BIO-OSS (0.25 - 5.7 g/ml
1mm) 0.1 0,4522 1,0215 0,57
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CARACTERIZACION ULTRAESTRUCTURAL DEL TAMANO DE LAS

PARTICULAS DEL XENOINJERTO DESARROLLADO POR LA CCHEN Y BIO-
OSS.

A un aumento de 50x utilizando el cursor del microscopio electronico de barrido se
midi6 el tamafio de las particulas eligiendo al azar 16 de cada muestra al momento de la
observacion. Las dos dimensiones mayores de cada particula fueron medidas en dos sentidos
del espacio, el largo en el eje mayor y el ancho (perpendicular al largo) (Ver Fig. 7). El
promedio y la desviacion estandar obtenidos para cada muestra observada se presentan en la
Tabla 3. Asumiendo que todas las particulas eran cuadrilateras, se utilizaron estas medidas

para obtener el area promedio de cada muestra.
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Figura 7: Microfotografia de una particula de hueso CCHEN donde se aprecia, entre
las paralelas, una de las dimensiones medidas en las particulas: 763um
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Promedio y desviacién estdndar del ancho y largo de las particulas medidas en

microscopia electrénica de barrido a un aumento de 50x

Particulas de Hueso Ancho (mm) Largo(mm) Areamm2
0,3-0,5mm 0,40 +0,11 0,59 +0,13 0,24 + 0,12
0,85-1 mm 0,67 + 0,25 1,04 £ 0,32 0,75+ 0,54

>1mm 1,08 £ 0,33 1,57 + 0,28 1,73+0,64

Bio-Oss 0,25 - 1 mm) 0,68 + 0,16 0,98 + 0,28 0,69 £ 0,33

Se analiz6 la variabilidad del tamafio de las particulas intragrupo observandose una
gran variabilidad para los tres tipos de particulas de la CCHEN, no asi para Bio-Oss que
present6 una distribucion homogénea normal.

Para analizar si la diferencia de las medias obtenidas de ancho, largo y 4rea de las
particulas de la CCHEN respecto a las de Bio-Oss era significativa, se compararon las
mediciones obtenidas de las particulas 0,3 - 0,5 mm y 0,85 - 1 mm versus las obtenidas en
Bi0-Oss.

Se realiz6 el test de Swilk de las tres variables para analizar su distribucion y se vio
que ellas no tenian una distribucion normal. Para comparar los dos grupos se us6 entonces el
test de Wilcoxon mostrando que la diferencia fue significativa para todas las mediciones

(ancho p= 0.0005, largo p= 0.0213, area p=0.0005).
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ANALISIS DE LA POROSIDAD RELATIVA PRESENTADA POR LAS
PARTICULAS DE CADA MUESTRA DE HUESO CCHEN Y BIO-OSS.

En una microfotografia por cada muestra de hueso con aumento de 20x, se analizo6 el
area y la densidad de 5 particulas elegidas al azar en cada foto a través de la media de grises
con un rango de 0 — 255, siendo 0 negro y 255 blanco, usando el programa Image]. Los

resultados del promedio de grises y la desviacion estandar se observan en la Tabla 4

Tabla 4

Anélisis de la densidad relativa del granulado de las distintas muestras segun promedio
de grises obtenido de cada microfotografia.

Densidad Relativa de cada particula
Tamafo de particula analizada (Promedio Grises) St Desv
0.3-0.5 20x 56,33 52,95
085-1 20x 56,74 53,57
>1 20x 63,83 65,57
Bio-Oss  20x 33,65 16,50

Obsérvese que las particulas de BioOss presentan menor gama de grises en su

superficie mostrando menor diferencia o irregularidad de cada particula.

COMPARACION MORFOLOGICA, DE TAMANO Y DENSIDAD DE LAS
PARTICULAS DEL XENOINJERTO DESARROLLADO POR LA CCHEN CON LAS
DEL BIO-OSS®

Con el fin de hacer la comparacion morfologica, de tamafio y densidad entre las
particulas CCHEN y Bio-Oss se promediaron las medidas del particulado de 0.3 — 0.5 mm y

de 0.85 — 1 mm, ya que corresponde al rango de tamafo presentado por Bio-Oss en este
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estudio (0.25 — 1 mm). Las particulas del hueso CCHEN que estan dentro del rango de
tamafo que posee Bio-Oss, poseen formas poco definidas, bordes muy irregulares y su
superficie es bastante rugosa. Ademas, el tamafio de sus particulas es extremadamente
variable, a diferencia del Bio-Oss que posee particulas de forma definida (paralelepipeda),
bordes regulares, superficie lisa y tamafio homogéneo (Ver Fig. 8).

En cuanto al tamafo, las particulas CCHEN que mas se asemejaron a las de Bio-Oss
fueron las de 0.3 — 0.5 mm, siendo los otros tamafios visiblemente mas grandes que el control
el analisis estadistico mostrd diferencias significativas tanto en el ancho como en el largo
(Wilcoxon, Sign Test p = 0.0005; p = 0.0213 respectivamente). El area aproximada de las
particulas CCHEN fue de 0.5 mm’ y la de Bio-Oss de 0.69 mm” encontrandose tambien
diferencias estadisticamente significativas (Wilcoxon, p = 0.0105).

La densidad de particulas para un espacio dado, encontrada en Bio-Oss fue muy

superior a la del hueso nacional, siendo la de este ultimo de 2.85 gr/ml y la de Bio-Oss de 5.7

gr/ml (Ver Tabla 5).
Tabla 5
Comparacion de Promedios de tamafio y densidad entre las particulas CCHEN y
Bio-Oss
Ancho mm | Largo mm | Superficie mm2 | Densidad
Particulas CCHEN (0.3 -1 mm) 0.54 0.81 0.50 2.85 gr/ml
Particula de Bio-Oss 0.68 0.98 0.69 5.7 gr/ml
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Figura 8: Microfotografias de las particulas de hueso CCHEN y de Bio-Oss vistas a

través de M.E.B 50x y 1000x. A) Hueso CCHEN 0.3 — 0.5 mm 50x, B) Hueso CCHEN 0.3 —
0.5 mm 1000x, C) Hueso CCHEN 0.85 — 1 mm 50x, D) Hueso CCHEN 0.85 — 1 mm 1000x,

E) Hueso Bio-Oss 50x, F) Hueso Bio-Oss 1000x.
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DISCUSION

El presente estudio realizd6 un analisis comparativo de la morfologia, tamafio y
densidad de las particulas de hueso elaborado por la Comision Chilena de Energia Nuclear
(CCHEN) y Bio-Oss mediante la utilizacion de microscopia electronica de barrido,
ampliamente usada en el andlisis de las caracteristicas superficiales de los materiales
cristalinos (47). El analisis morfologico mostré que el granulado nacional CCHEN presenta
formas bastante irregulares, superficie rugosa y tamafios variables, a diferencia de la
homogeneidad observada en Bio-Oss cuyas particulas presentaron un tamafio homogéneo, una
superficie mas bien lisa y una geometria regular, tendiendo a una forma cubica. Las medias de
los tamafios por cada grupo de muestra, son significativamente diferentes entre Bio-Oss y las
muestras CCHEN comparables. Esto implica que el hueso CCHEN presenta un tamaiio de
particula bastante menos homogéneo que el BioOss, esto puede deberse a diferencias en el
proceso de preparacion de cada granulado. Los trozos de hueso en CCHEN son raspados por
limas que pueden dar virutas de tamafio variable y principalmente al ser tamizadas, aun
cuando se usen tamices de tamafio estandar, la particula puede tener una dimension
homogénea pero no dos, obteniendo particulas mas alargadas con forma irregular. No asi Bio-
Oss en que aparentemente al momento del limado ya las particulas son redondeadas, ellas
parecen ser talladas por el tamiz pues ellas presentan todas practicamente las mismas formas.

Ademas de las diferencias entre la forma y el tamafio de las particulas, la comparacion
macroscopica de los granulados relevo ciertas diferencias cromaticas donde el hueso CCHEN
presentaba un color mas amarillento en comparacion al tono mds blanco presentado por

Bio-Oss. Ciertos estudios han mostrado que el tratamiento esterilizador por rayos gamma
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puede inducir cambios en la apariencia fisica de los materiales, es asi como el vidrio luego de
ser esterilizado con radiacién gamma cambia a un tono café oscuro (51 ).

Debido a las diferencias de forma de las particulas que fue mencionada anteriormente,
se encontrd que la densidad de ambos huesos (CCHEN y Bio-Oss), en términos de espacio
ocupado, era francamente distinta, siendo la de Bio-Oss 5.7 gr/ml y la de CCHEN de 2.85
gr/ml. Esto puede ser atribuido principalmente al mayor ordenamiento de las particulas de
Bio-Oss al tener formas mas regulares, no siendo tan importante la porosidad propia de cada
particula. La forma macroscopica del material influye esencialmente en el tamafio del
interparticulado, mas precisamente del espacio intergranular, es asi que ciertos trabajos han
mostrado que la geometria de las particulas de formas irregulares generan espacios
interparticulares mas grandes que materiales con formas regulares, cubicas u ovales (46)
Estos estudios se han referido a esta irregularidad superficial en la forma de las particulas
como macroporos, demostrando la influencia positiva de esta irregularidad sobre la
osteoconductividad de los materiales para regeneracion dsea (47). Esto aparentemente tendria
validez analdgica para la formacion de espacios intergranulares. La regeneracion osea debiera
ser mejor mientras mayor sea el espacio intergranular, siendo esto valido solamente en la
medida que se pueda mantener el espacio del granulado el tiempo suficiente.

Teniendo en cuenta que el hueso CCHEN no presenta el proceso de ceramizacion que
recibe Bio-Oss (46) el cual aumenta el tiempo de reabsorcion de las particulas hasta 4 afios,
suponemos que el particulado nacional tendra un tiempo de reabsorcidon ostensiblemente
menor que el control, analisis de biodegradacion in vivo deberian ser realizados. Esta menor
duracién podria explicarse con lo reportado por Weibrich G et col., 2000 en cuyo estudio se
habla de la influencia de la rugosidad superficial de las particulas en el tiempo que le toma al

organismo reabsorverlas. Siendo asi mas rapida la degradacion de granulos altamente porosos,
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debido a la mayor superficie de contacto entre la particula y el medio circundante. Esto altimo
reafirma la hipotesis de que las particulas CCHEN, altamente rugosas, tendrian una tasa de
reabsorcion mayor, es decir desaparecerian del seno tisular en menor tiempo que las particulas
de Bio-Oss que son de una superficie mas lisa, estudios en animales son necesarios para
determinar esta cinética.

Si bien los resultados obtenidos en este estudio no permiten corroborar la hipotesis de
trabajo, debido a que el hueso de la Comision Chilena de Energia Nuclear presentd
caracteristicas morfoldgicas y ultraestructurales muy diferentes al Bio-Oss. Esto deberia
tomarse en cuenta en su aplicacion clinica donde ya ha sido comprobado por varios autores
que la mayor porosidad es favorable para la osteoconduccion, siendo esperable entonces que
un mayor espacio intergranular también la favorezca. Se ha asociado también la forma de las
particulas con la ocurrencia de infecciones (52) siendo los granulos de forma irregular y
superficie rugosa mas aptos para la colonizacion bacteriana, y por el contrario las particulas de
formas mas regulares y superficie mas lisa ofrecerian un ambiente mas hostil para la
colonizacion y desarrollo bacteriano. Maés estudios deben ser realizados para analizar la tasa
de reabsorcion y el verdadero comportamiento clinico de los diferentes particulados

preparados por la CCHEN, para lo cual se recomienda un estudio en animales.
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CONCLUSIONES

o El analisis ultraestructural con MEB demostr6 diferencias significativas entre el
granulado CCHEN y Bio-Oss, a bajo aumento se evidenciaron diferencias en la forma
de cada particula y a mayores aumentos se observaron diferencias en la porosidad de la
particula y en la rugosidad de su superficie.

o Bio-Oss se observo mas liso y menos poroso a diferencia del granulado CCHEN el cual
€s muy rugoso y poroso

. La observacion macroscopica y el analisis volumétrico de ambos grupos mostraron
diferencias en la forma del particulado, donde CCHEN presentdé los granulos mas

irregulares y produjo mayores espacios intergranulares.
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RESUMEN

La forma y morfologia superficial de los materiales de injerto 6seo granulados influyen
en sus propiedades como material de reemplazo del hueso perdido. En Chile la Comision
Chilena de Energia Nuclear (CCHEN) ha desarrollado un hueso. El objetivo de este trabajo es
analizar la morfologia de este hueso CCHEN y compararlo con un xenoinjerto comercial de
uso internacional (Bio-Oss®). Para esto se analizo la densidad y se examin6 la forma y
morfologia superficial de ambos materiales en microscopia electronica de barrido.

Las particulas del hueso de CCHEN en sus diferentes tamanos (0.3 - 0.5mm, 0.85 -
Imm, > 1mm) presentaron formas irregulares, con cantidad variable de aristas agudas y
tamafios heterogéneos, y una morfologia superficial rugosa. El Bio-Oss por el contrario
presento particulas de forma cubica, de aristas redondeadas con una morfologia superficial
mas homogénea que las particulas CCHEN. Mayores aumentos permitieron corroborar la
irregularidad de la superficie del hueso CCHEN (macroporos) en cambio Bio-Oss mostrd un
microparticulado expandido en su superficie mostrando una rugosidad muy escasa.

La forma del granulado, asi como la presencia de macroporos, influyen
significativamente en el tamafio del espacio interparticular. Estos son factores relevantes para
las caracteristicas osteoconductivas de los materiales de reemplazo 6seo. El hueso CCHEN
por sus caracteristicas irregulares y su alto porcentaje de macroporos seria recomendable para
el reemplazo de defectos 6seos mas grandes, y no estaria indicado, ain cuando se trate de
particulas del tamafo inferior, para dreas propensas a infeccion como el area periodontal.

Palabras claves: Regeneracion dsea, injertos, hueso desproteinizado, Bio-Oss
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ANEXOS

Medidas de ancho, largo y area del particulado de la CCHEN y Bio-Oss observadas bajo

microscopio electrénico de barrido

Particulas 0,30- 0,5 mm Particulas 0.85—1.0 mm Particulas Bio Oss
Ancho Largo Area mm2 Ancho Largo Area mm2 Ancho Largo Area mm2
0,36 0,51 0,18 0,76 1,04 0,79 0,84 0,85 0,71
0,74 0,88 0,65 0,55 0,75 0,41 0,62 0,77 0,48
0,42 0,60 0,25 0,77 1,29 0,99 0,85 1,58 1,34
0,41 0,58 0,24 0,77 1,45 1,12 0,66 0,82 0,54
0,36 0,56 0,20 0,57 0,72 0,41 0,93 1,38 1,28
0,47 0,56 0,26 0,79 1,26 1,00 0,83 1,21 1,00
0,35 0,52 0,18 0,57 0,68 0,39 0,43 0,57 0,25
0,31 0,70 0,22 0,65 0,89 0,58 0,56 0,68 0,38
0,26 0,51 0,13 0,49 0,92 0,45 0,69 1,10 0,76
0,41 0,78 0,32 0,44 0,74 0,33 0,83 1,18 0,98
0,42 0,61 0,26 0,56 0,69 0,39 0,60 0,95 0,57
0,32 0,51 0,16 0,52 1,31 0,68 0,58 1,10 0,64
0,40 0,53 0,21 0,81 1,43 1,16 0,58 0,85 0,49
0,44 0,60 0,26 1,49 1,66 2,47 0,50 0,57 0,29
0,34 0,54 0,18 0,47 1,03 0,48 0,46 0,94 0,43
0,44 0,31 0,14 0,49 0,80 0,39 0,84 1,05 0,88
0,40 0,58 0,24 0,67 1,04 0,75 0,68 0,98 0,69
DS 0,12 DS 0,54 DS 0,33
Min 0,13 Min 0,33 Min 0,25
Max 0,65 Max 2,47 Max 1,34
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